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摘  要 




立人乳腺癌耐药细胞株 rBT474；采用基因转染技术建立 p85-erbB2 高表达的人
乳腺癌 p85-ErbB2/MCF-7 细胞，western blot 及免疫荧光细胞化学法鉴定。选择
Genistein、GW2974 单独或联合作用于 GW2974 耐药细胞株 BT474、rBT474、稳
定转染细胞株 p185ErbB2/MCF7、p85-ErbB2/MCF7（p85 为 ErbB2 位于细胞核内
的片段）、对照细胞株 Vector/MCF7(转染了空载体的 MCF7 细胞株)，MTT 法分
别检测 Genistein、GW2974 单独使用以及联合用药对肿瘤细胞增殖能力的影响；
用TUNEL细胞凋亡荧光检测试剂盒和流式细胞术检测药物处理后细胞的凋亡情
况；用 western blot 方法检测药物处理后，细胞的 ErbB2、P-erbB2、ER 和相关
增殖信号通路传导中的关键靶分子，如：AKT，P-AKT，Erk，P-Erk 等的表达情
况以及相关凋亡信号通路传到中的关键靶分子，如：p53，Bcl2 等的表达情况。 
结果 GW2974 与 Genistein 联合使用能够更加明显地抑制 BT474 耐药株、
Vector/MCF7、p85-ErbB2/MCF7、ErbB2/MCF7 细胞的增殖，促进细胞凋亡。
GW2974 单独应用能够抑制 ErbB2 磷酸化，Genistein 可以激活 p53 抑癌基因，
GW2974 与 Genistein 联合使用不但抑制 ErbB2 蛋白的磷酸化，还抑制 ErbB2 蛋
白总量以及 ER 的表达。同时还使细胞中磷酸化的 Akt、磷酸化的 Erk 的表达减
弱。 
结论 GW2974 与 Genistein 联合使用能够有效地抑制 ErbB2 和 ER 的表达并影响
其相关信号通路的活化，导致对 GW2974 耐药的乳腺癌细胞株以及过表达 ErbB2





















Objective: To investigate the effect of  tyrosine kinases and ER double inhibitor 
Genistein and in combination with ErbB2 tyrosine kinases inhibitor GW2974 on the 
proliferation and apoptosis of breast cancer cells.  
Method: GW2974-resistant pooled BT474 (rBT474) were established by culturing 
cells for a minimum of 2 months in RPMI medium 1640 supplementedwith increasing 
concentrations of GW2974 (0.25-5μmol/L ).The p85-ErbB2 gene was transfected into 
MCF7, an ErbB2-low-expression breast cancer cell line, to establish a stable 
expression cell strain p85-erbB2/MCF7. BT474、 rBT474、p85-ErbB2/MCF7、
ErbB2/MCF7、Vector/MCF7 cells were cultured in DMEM/1640 with 10% FBS at the 
present of GW2974 and/or Genistein. Morphological change of cells was observed 
under microscope, cell proliferation was evaluated by MTT assay, Cell apoptosis was 
analyzed by Flow cytometry. ErbB2, phosphor-ErbB2 ,ER and the proliferation 
signaling pathway related protein such as AKT, phosphor-AKT, ERK, phosphor-ERK, 
as well as the apoptosis sinaling patheway related protein such as Bcl2, p53 
expression in p85-ErbB2、ErbB2/MCF7、Vector/MCF7 cells were further confirmed 
by Western blot. 
Results  Combination of GW2974 and Genistein induced significant antiproliferative 
effect and apoptosis of the breast cancer resistant cells.GW2974 reduced tyrosine 
phosphorylation of ErbB2 expression. Genistein reduced total ErbB2 and ER 
expression.Combination of GW2974 and Genistein not only reduced tyrosine 
phosphorylation of ErbB2, but also reduced ErbB2、ER expression. Combination of 
GW2974 and Genistein down-regulated p-AKT, p-ERK and Bcl2 expression in 
p85-ErbB2、ErbB2/MCF7、Vector/MCF7 cells, while total AKT and ERK expression 
did not change.   
Conclusion  GW2974 combinated with Genistein inhibited activation of ErbB2、ER  















ErbB2 tyrosine kinases inhibitor-resistant and ErbB2-overexpressing ER+ breast 
cancer cells. Our result provids new insight and a rationale for designing therapeutic 
methods to prevent its development and improve thelong-term outcome in patients  
acquired ErbB2 tyrosine kinases inhibitor-resistant and/or with 
ErbB2-overexpressing，ER+breast cancers. 
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第一章 前 言 
    乳腺癌是女性 常见的恶性肿瘤之一, 也是我国近年来发病率快速增长的
恶性肿瘤之一。20 世纪末的统计资料表明全世界每年约有 130 万人诊断为乳腺












应用的抗癌药物的靶点。深入了解 ER 和 erbB2 这两项指标，可以制定出更个体
化的治疗方案，从而避免治疗的不足或治疗过度，有效地降低药物的耐药性，进
一步改善治疗效果。 
1.1 ErbB2 在乳腺癌中的表达及意义 
1.1.1 关于 ErbB2 基因  
人类表皮生长因子受体家族(human epidermal growth factor receptor,HER)包
括: EGF 受体(EGFR, HER1, C-ErbB1),HER2/neu ( C-ErbB2) , neuregulin /heregulin
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存在；HER 单体无活性, 它的激活依赖小分子配体和其他 HER 受体的存在, 且
形成二聚体才能产生活化信号。与配体结合后, 4 种不同的 HER 受体可彼此结合
形成 10 种不同的二聚体,可以是同源二聚体, 如 ErbB1-ErbB1,也可以是异源二聚
体, 如 EbB1-ErbB2。1 个配体和 2 个受体形成的二聚体复合物比单体复合物更
加稳定。同源或异源二聚体的形成是 HER 家族活化的重要环节。HER 家族形成
一个广泛的信号网络，在胚胎发育和肿瘤发生过程中发挥重要的作用[1]。其中正




ErbB2 基因定位于人染色体转录 17 号染色体长臂，转录 4.8kbmRNA，编码
一种具有酪氨酸激酶（TPK）c 活性的物质，表达产物是一种分子量为 185kD 的
跨膜糖蛋白，由胞外区、跨膜区及胞内区构成，称 ErbB2 蛋白，又称 p185 蛋白
[3] 。 这 一 产 物 早 是 在 1984 年 被 Schechter 等 从 神 经 胶 质 细 胞 瘤
(neuorglioblastomas)和 Schwannomas 细胞中分离到的[4],其克隆至少有 7 个推定的
外显子，与 EGFR 的 cDNA 的相对区域有 74%的同源性，参与信号传导系统。 
EGFR 家族胞外区结构域(extracellular domain，ECD)可分为四个功能域:L1、
S1、L2 和 S2。L1 和 L2 结构相似，而 S1 和 S2 结构亦相似[5]。ErbB2 分子的结
构包括胞外区结构域(ECD)、跨膜域(TM)及含有酪氨酸激酶催化功能的胞内域
(ICD)。迄今为止，尚未发现能与 ErbB2 高亲和力结合的特异性配体，但 ErbB2
能与该家族其它成员结合，是形成异二聚体的首选伴侣分子，含有 ErbB2 分子
的异二聚体可介导更强的细胞内信号。非激活状态时，EbrB2 分子的 Ll 和 L2 间
接近的程度即超过了 EGFR 的 Ll 和 L2 与其配体结合后的紧密程度。由于该结构
特征，ErbB2 可能较难与配体结合。非活化状态的 EbrB2 以一种“开放”(open)的
结构模拟活化受体的构象，Sl 区凸出而暴露，这可能是 ErbB2 成为 EGRF 家族
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酶，使受体羧基端酪氨酸残基发生自身磷酸化，被下游一系列信号蛋白质识别并
特异结合后，使原癌基因 fos 和 Jun 等被激活， 启动一系列信号转导通路，从
而介导细胞的增殖、分化、抑制凋亡、转移、肿瘤形成等过程。  
ErbB2 蛋白参与的信号转导途径主要包括 Ras/MAPK、PI3K/Akt、STAT、
PLCg 等途径，其中 Ras/MAPK 途径主要参与细胞的有丝分裂，而 PI3K/Akt 途
径主要影响细胞的存活和凋亡[9]。 
1.1.2 ErbB2 基因与乳腺癌的关系 
     1987 年，Slamon 等在一项对 189 例乳腺癌患者的研究中，首次报道了原癌
基因 ErbB2 的扩增，并指出该基因拷贝数增加参与了肿瘤复发[10]。ErbB2 基因扩
增是引起 ErbB2 蛋白增加的 常见机制, 可导致肿瘤的形成。 
在 25%~30%的乳腺癌中存在着 ErbB2 基因的过度表达。该类乳腺癌患者肿
瘤恶性程度高，复发和转移发生早，预后差，对某些化疗药物有抵抗，这类患者
的无病生存期和总生存率明显低 ErbB2 不表达的乳腺癌患者[11-13]。ErbB2 在乳腺
癌中的过度表达与癌的分化、组织学类型 、对内分泌治疗的反应和预后等因素
有关。 
ErbB2 基因扩增与促进细胞分化、 迁移、 肿瘤侵袭、局部及远处转移、 加
快血管形成和减少细胞凋亡密切相关[14]。目前研究的较为清楚的 ErbB2 胞内信
号途径主要有 2 条，分别为丝裂原活化蛋白激酶 (Ras /MAPK)、 磷酸肌醇 3 激
酶 /蛋白激酶 B (PI3K /AKT)。一般认为，配体与细胞膜表面 ErbB2 蛋白结合，
刺激不同生物信号途径包括促分裂原活化蛋白激酶(MAPK)和 PI3k/ Akt 使细胞
内的酪氨酸磷酸化，当信号到达细胞核，促使癌细胞不断增殖和存活。 
HER2 主要经 Ras/MAPK 途径活化转录因子 SP1、E2F 及 Ets 转录因子家族成员
ER81，从而参与肿瘤细胞的增殖过程。活化的转录因子 SP1、E2F 可上调脯氨酸
异构酶(PIN1)， 后者通过 c-Jun/AP-1 和 b-链蛋白(b-catenin)/TCF 转录因子诱导
周期蛋白 D1(cyclinD1)表达增强，同时防止其转移到细胞质而发生泛素介导的蛋
白质降解，进而促进 G1/S 期进程[15]；而活化的 ER81 磷酸化后能与人端粒末端
转移酶逆转录酶(humantelomerase reverse transcriptase, hTERT)启动子区 Ets 位点
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